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Ozet

Amag: Acinetobacter tirleri son yillarda hastanemiz yogun bakim hastalarin-
da en sik rastlanan ilk iki etken arasinda yer almaktadir. Ulkemizde kullanima
yeni sunulan doripenem, bakteri hiicre duvari sentezini inhibe ederek etkinlik
gosteren, karbapenem grubu genis spektrumlu bir antibiyotiktir. Calismalar-
da 6zellikle ventilator iligkili pnomoni etkeni olarak izole edilen Acinetobacter
baumannii suslarinda doripenemin duyarliliklari arastinlmistir. Calismamiz-
da nozokomiyal infeksiyonlarda etken olarak izole edilen Acinetobacter ba-
umannii suslarinin doripenem duyarhliklarinin saptanmasinda disk diffiizyon
ve E-test yontemlerinin karsilastirmayr amagladik. Gereg ve Yéntem: Akdeniz
Universitesi Merkez Laboratuvari'na 1 Ocak-31 Aralik 2009 tarihleri arasinda
yogun bakimlardan gelen cesitli klinik 6rneklerden izole edilen toplam 94 Aci-
netobacter baumannii susunun disk diffiizyon ve Etest yontemleri ile doripe-
nem duyarhliklar belirlenmistir. European Committee on Antimicrobial Sus-
ceptibility Testing (EUCAST) tarafindan belirlenen minimal inhibitor konsant-
rasyonlari (MIK); duyarli <1 pg/ml, orta duyarli 2-4 pug/ml ve direngli >4 pg/ml
olarak ve 10 pg'lik disklerle inhibisyon zonu caplari, duyarli <15mm, direng-
li 221mm olarak kullanilmistir. Bulgular: Disk diffiizyon yontemiyle; 10 izolat
duyarli, 17 izolat orta duyarli, 67 izolat ise direncli saptanirken, E-test yonte-
miyle; 12 izolat duyarli, 12 izolat orta duyarli, 70 izolat ise direncli saptanmis-
tir. E-test yontemi ile disk diffiizyon yontemi arasindaki kategorik uyum (orta
duyarli izolatlar direncli kabul edilerek), %88.3 (83/94) olarak hesaplanmis-
tir. Calismamizda biiyiik hata, ve kiiciik hata oranlari sirasiyla %1.2 (1/82) ve
%18.1 (17/94) olarak saptanmis, ¢ok biiyiik hata saptanmamistir. Tartisma:
Sonug olarak rutin laboratuvar pratiginde Acinetobacter tiirlerine karsi dori-
penem duyarliliklari saptanirken disk diffiizyon ile E-test yontemlerinin yiik-
sek diizeyde uyum gosterdigi tespit edilmistir.
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Abstract

Aim: Acinetobacter species are amoung the most common two cause of in-
fections isolated from patients of intensive care unit in our hospital. Doripe-
nem which acts by inhibiting cell wall synthesis is resently introduced for
use in our country is broad spectrum antibiotic belonging to carbapenems.
There are many studies investigating the susceptibility of doripenem of Aci-
netobacter baumannii which is isolated as a cause of ventilatory associated
pneumonia in the literature. We aimed to compare e-test and disc diffusion
methods for doripenem susceptibility of acinetobacter baumannii strains as
nosocomial infections Acinetobacter baumanni isolates detected as nosoco-
mial infection. Material and Method:. Between January to December, 2009 a
total of 94 Acinetobacter baumanni strains isolated from different clinical
specimens from intensive care units have been studied for doripenem sus-
ceptibility by disc diffusion and E-test methods. Minimal inhibitory consan-
trations (MIC) were accepted as; sensitive <1 pg/ml, intermadiate 2-4 pg/ml,
resistant >4 pg/ml and diameters of inhibition zone with 10 pg disc; sensitive
<15mm, resistant =27mm according to European Committee on Antimicro-
bial Susceptibility Testing (EUCAST). Results: In our study, 10 isolates were
sensitive, 17 isolates were intermediate, 67 isolates were resistant by disc
diffision method whereas 12 isolates were sensitive, 12 isolates were inter-
mediate and 70 isolates were resistant by E-test method. The categorical
aggreement between disc diffusion and E-test methods (intermedite isolates
were considered as resistant) were found as 88.3% (83/94). In our study
major disrepancy and minér discrepancy rates were 1.2% (1/2) and 18.1%
(17/94) respectively. There was no very majér discrepancy. Discussion: As a
result in routine laboratory practice there is a high level of aggreement of
determining doripenem susceptibility of Acinetobacter spp by disc diffusion
and E-test mehods.
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Giris

Acinetobacter tirleri 6zellikle yogun bakim tnitelerinde ve konak
savunmasi bozulmus hastalarda ventilatérle iliskili pnémoni, Gri-
ner sistem enfeksiyonu, endokardit, sepsis ve menenjit gibi ciddi
nozokomiyal enfeksiyonlar olusturan bakterilerdir [1-3]. Acine-
tobacter tirlerinin hastane ortaminda ozellikle nemli yiizeylerde
uzun siire canl kalabilmesi direncli suslarin kolaylikla yayiimasi-
na sebep olmaktadir [4-6]. Aminoglikozidler, kinolonlar ve karba-
penemleri de iceren pek ¢ok antibiyotige karsi son yillarda sap-
tanan yiksek direnc oranlari, bu bakterilere bagli enfeksiyon-
larda ciddi tedavi sorunlari yaratmakta, olasi Acinetobacter en-
feksiyonu tanisi ile izlenen hastalarda, ampirik tedavi secenek-
lerini 6nemli dlciide kisitlamaktadir [7]. Acinetobacter tiirlerinin
neden oldugu enfeksiyonlarin kisith tedavi secenekleri arasin-
da karbapenemler 6n sirada yer almaktadir. Doripenem, karba-
penem grubunun yeni bir tyesi olup Gram negatif, Gram pozitif
ve anaerop mikroorganizmalara etkili bir antibiyotiktir [8]. Ca-
lismamizda hastane enfeksiyon etkeni Acinetobacter baumannii
izolatlarinda doripenem duyarliliginin saptanmasinda disk dif-
flizyon (DD) ve E-test yontemleri arasindaki uyumun arastiril-
masi amaclanmistir.

Gereg ve Yontem

01 Ocak-31 Aralik 2009 tarihleri arasinda Akdeniz Universite-
si Tip Fakultesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda yogun ba-
kimlardan gelen cesitli klinik 6rneklerden izole edilen ve hastane
enfeksiyon etkeni oldugu belirlenen 94 A. baumannii izolati ca-
lismaya alinmistir. Calismamiz 6rnekleri retrospektif olarak has-
tane veri tabani taranarak secilmis ve mikrobiyoloji stok susla-
ri kullanilarak gerceklestirilmistir. Enfeksiyon disinda bir nedenle
hastaneye basvuran ve yattigi tarihte inkiibasyon déneminde ol-
mayan, enfeksiyonun belirti ve bulgulari saptanmayan hastala-
rin, yatistan en az 48 saat sonrasinda ortaya cikan enfeksiyon-
lar hastane enfeksiyonu olarak kabul edilmistir. Izolatlarin 44’u
trakeal aspirat, iki'si balgam, alti’si idrar, 37’si kan ve bes'i ka-
teter 6rneklerinden olusmaktadir. Her hastadan sadece bir izo-
lat calismaya dahil edilmistir. Ornekler, %5 kanli agar, cukulata
agar ve EMB agara ekilerek 37°C'de inkiibasyona birakilmis, 24
saat sonunda tremeler degerlendirilmistir. Acinetobacter mor-
folojisindeki koloniler, Gram boyama, oksidaz ve katalaz aktivi-
tesi, koloni morfolojileri agisindan degerlendirilmis, tir tayinleri
ve antibiyotik duyarlliklari Phoenix otomatize sistemi (BD Diag-
nostics, Sparcs, MD) ile gerceklestirilmistir. Doripenem duyarli-
liklari E-test (AB Biodisk, Isvec) ve 10 pg’lik disk diffiizyon yénte-
mi ile belirlenmistir. Bu islemler icin 18 saatlik kiiltlirlerden her
bir izolat icin, 0.5 McFarland ayarinda (108CFU/ml) bakteri siis-
pansiyonu hazirlandiktan sonra 15cm’lik petri kutularinda 4mm
kalinhginda iki adet Mueller Hinton agara ekiivyonla yiizey ekimi
yapilmis, E-test stripleri ve 10 pg’lik doripenem diskleri besiyer-
lerinin yiizeyine yerlestirilmistir. 35°C’de 18-24 saatlik inkiibas-
yondan sonra sonuclar okunmustur.

Calismamizda, Acinetobacter baumannii icin European Commit-
tee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) tarafindan
belirlenen minimal inhibitor konsantrasyonlari (MIC); duyarh <1
pg/ml, orta duyarh 2-4 pg/ml ve direncli >4 pg/ml olarak ve 10
pg’lik disklerle inhibisyon zonu caplari, duyarli <15mm, direng-
li 227 olarak kullaniimistir (European Committee on Antimicro-
bial Susceptibility Testing, Breakpoint tables for interpretation

of MICs and zone diameters. Document issued on: 02. 11, 2013).
Kalite kontrol susu olarak Escherichia coli ATCC 25922, Pseu-
domonas aeruginosa ATCC 27853 kullanilmistir. Calismamizda,
diren¢ oranlari hesaplanirken, orta derecede duyarli olan suslar
direncli kategorisine alinarak kategori uyumu (category agg-
reement), cok biyiik hata (very major discrepancy), biyiik hata
(major discrepancy) ve kiiciik hata (minor discrepancy) oranla-
ri hesaplanmistir

Bulgular

Disk diffiizyon yontemiyle; 10 izolat duyarli, 17 izolat orta duyar-
I, 67 izolat ise direncli saptanirken, E-test yontemiyle; 12 izolat
duyarli, 12 izolat orta duyarl, 70 izolat ise direncli saptanmis-
tir. A. baumanni izolatlari icin doripenem E-test ve DD testleri-
nin capraz direnc durumlari Tablo 1’de sunulmaktadir. iki yontem
arasindaki farkin degerlendirilebilmesi amaciyla E-test yontemi
ile DD yontemi arasindaki kategorik uyum, orta duyarli izolat-
lar direncli kabul edilerek, %88.3 (83/94) olarak hesaplanmistir.
Calismamizda biiyiik hata, ve kiiciik hata oranlari sirasiyla %1.2
(1/82) ve %18.1 (17/94) olarak saptanmis, cok biiyiik hata sap-
tanmamistir.

Tablo1. A. baumanni izolatlari icin doripenem E-test ve Disk diffiizyon testleri-
nin capraz direng durumlari

Disk Diffiizyon Toplam
Duyarli Orta duyarl Direncli
E-test
Duyarl 8 4 - 12
Orta duyarh 1 6 5 12
Direncli 1 7 62 70
Toplam 10 17 67 94
Tartisma

Karbapenemler, genis spektrumlu aktiviteye sahip beta-laktam
antibiyotiklerdir [9-11]. Son yillarda farkl antimikrobiyal aktivi-
teye sahip cok sayida karbapenem gelistirilmistir [9,10]. Yeni bir
karbapenem olan doripenem, komplike intraabdominal ve idrar
yolu enfeksiyonlari ile nozokomiyal pnémoni ve ventilatérle ilis-
kili pnomoni tedavisinde etkili bir ajandir [12-15]. Ayrica, imipe-
neme gore santral sinir sistemi yan etkilerinin daha diistk ol-
mas! ve uzun sireli inflizyon ile yiksek serum konsantrasyonla-
rina ulasabilmesi nedeniyle hastane kaynaklh komplike bakteri-
yel enfeksiyonlarin tedavisinde Gmit veren bir antibiyotiktir [15].
Tedavi secenekleri zaten kisitl olan A. baumanni izolatlarinda,
doripenem duyarhhiginin diger karbapenemlere ek olarak test
edilmesi klinik laboratuvarlarin rutin calismalarinda énem ta-
simaktadir. Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), do-
ripenem icin duyarhlk sinir degerlerini heniiz belirlememistir
[16]. Ayrica otomatize sistemlerin duyarlilik panellerinde de do-
ripenem tanimlanmamistir. Bu nedenle laboratuvarlar, Europe-
an Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
tarafindan belirlenen minimal inhibitér konsantrasyonlari (MIC);
ve 10 pg’lik disklerle inhibisyon zonu caplarini referans alarak
calismaktadirlar.

Antibiyotiklere duyarliliginin saptanmasinda referans ydntem
olarak kullanilan agar diliisyon ve sivi mikrodiliisyon yontemleri
kantitatif degerler verirken, rutin kullanimda uygulamasi zor ve
zaman alici yéntemlerdir. En yaygin olarak kullanilan DD yonte-
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minde ise, duyarl, orta duyarli ve direncli olmak tizere kantitatif
olmayan sonuglar verilmektedir. DD yéntemindekine benzer za-
man ve emek harcanarak yapilan diger bir yéntem olan E-test
ise bir strip uzerinde giderek artan antibiyotik konsantrasyonu
iceren ve kantitatif sonuclar elde edilebilen bir testtir [17,18].
Calismamizda sivi mikrodiliisyon yoéntemi ile yapilan duyarhhk
test sonuclari ile %96 uyum gosterdigi bildirilen E-test metodu
kullanilmis ve DD metodu ile karsilastiriimistir [19].
Calismamizda 17 izolatta kiiciik hata, bir hastada da buyiik hata
saptanirken cok biyik hata saptanmamistir. Disk diffiizyon yon-
temiyle besi direncli ve biri duyarli alti izolat, E-test yontemiyle
orta duyarli saptanmis; DD yéntemiyle orta duyarli saptanan 11
izolatin ise, E-test yontemiye yedisi direncli, dérdii duyarl ola-
rak degerlendirilmistir. Sadece bir izolatta biyiik hata saptan-
mistir. DD yéntemi ile duyarli (22mm) saptanan bir izolat E-test
yontemi ile direncli (MiK=32mg/L) degerlendirilmistir. Calisma-
mizda hatanin tekrarlanabilirligi arastiriimamistir, zira ¢alisma-
mizin amaci uygun testin aranmasi degil, rutin laboratuvar uy-
gulamalari sirasinda bu iki test arasindaki uyumun arastiriima-
sidir. Bu nedenle calismamiz uluslar arasi gegerliligi onaylanmis
disk ve E-test markalari ile ve ayni lot numaralari kullanilarak
gerceklestirilmistir. Ancak rutin uygulamalarda bu gibi durum-
larda lot numaralarn farkli diskler kullanilabilir ve diger degis-
kenler (Mc Farland ayarlari, besi yeri kalinlig, inkiibasyon siire-
si) gdzden gecirilebilir. iki yontem arasinda saptanan hata orani
(%5.7), yontemin yani sira doripenem disklerinin ve E-test strip-
lerinin etken madde stabilitesin sorgulanmasini da giindeme ge-
tirebilir. Bu calismada gozlenen durumun degisik markalar icin
de s6z konusu olup olmadiginin belirlenmesi de uygun olacaktir.
Simdiye kadar E-test yontemiyle Acinetobacter tarlerinin farkl
hasta gruplarinda doripenem duyarlliklari bildirilmistir [20, 21].
Ancak rutin laboratuvarlarda ucuz olmasi ve kullanim kolayligi
acisindan DD yontemi tercih edililebilmektedir. Bu calisma di-
renc orani tespit etmek amaciyla yapilmamistir. Acinetobacter
tirlerinde doripenem duyarhliginin DD veya E-test yontemleriyle
calisiimasinin rutin uygulamalara yansiyacak sonuclarina dikkat
cekilmesi amaglanmistir. Sonug olarak rutin laboratuvar prati-
ginde Acinetobacter tiirlerine karsi doripenem duyarliliklari sap-
tanirken DD ile E-test yontemlerinin yiiksek diizeyde uyum gos-
terdigi tespit edilmistir. DD yontemiyle duyarhlklar bildirilme-
den &nce ozellikle zon caplari sinira yakin olan izolatlarin E-test
yontemiyle dogrulanmasi uygun olacaktir.

Cikar Cakismasi ve Finansman Beyani
Bu calismada cikar cakismasi ve finansman destek alindigi be-
yan edilmemistir.
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